Untersuchungen zur frühzeitigen Entdeckung einer Resistenzentwicklung des Maiszünslers (Ostrinia nubilalis) gegenüber dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab und zur Aufklärung möglicher Resistenzmechanismen by Kaiser-Alexnat, Renate & Wagner, Wolfgang
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd., 59 (12). S. 302–309, 2007, ISSN 0027-7479.
© Verlag Eugen Ulmer KG, StuttgartUntersuchungen zur frühzeitigen Entdeckung einer Resistenz-
entwicklung des Maiszünslers (Ostrinia nubilalis) gegenüber 
dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab und zur Aufklärung möglicher 
Resistenzmechanismen
Studies on the early detection of resistance development of the European Corn Borer (Ostrinia nubilalis) to the 
B.t.-corn-toxin Cry1Ab and clearing up potential resistance mechanisms
Renate Kaiser-Alexnat und Wolfgang WagnerBiologische Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Institut für biologischen Pflanzenschutz, DarmstadtZusammenfassung
Um eine Resistenzentwicklung des Maiszünslers gegenüber
dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab frühzeitig erkennen zu können,
wurden Altlarven in B.t.-Mais-Feldern im Oderbruch gesam-
melt und einem F2-Screening unterzogen. Im Herbst der Jahre
2001, 2002 und 2003 wurden insgesamt ca. 1,8 Mio. Mais-
pflanzen durchsucht und dabei 1855 Larven gefunden. Mit den
resultierenden Faltern wurden Einzelpärchen (PG) gebildet
und deren Nachkommen als isogene Linien weitergezüchtet,
um mit den F1-Faltern Geschwister-Paarungen vorzunehmen.
Die frisch geschlüpften F2-Larven wurden einem Biotest unter-
zogen, um ihre Reaktion gegenüber dem B.t.-Mais-Toxin
Cry1Ab festzustellen. Als Fazit bleibt festzuhalten, dass keine
resistenten Maiszünsler gefunden wurden.
Da die bisher in anderen B.t.-Toxin-Schädlings-Systemen
beschriebenen Resistenzmechanismen meist protease- oder re-
zeptorbedingt sind, wurden entsprechende Referenzsysteme
zur Aufklärung möglicher Resistenzmechanismen gegenüber
dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab mit Darmsaft- und Darm-
wand-Material anfälliger Maiszünsler Larven erstellt. Im
Darmsaft wurden in erster Linie die Protease-Aktivitäten mit
photometrischen Tests untersucht, wobei die Proteasen Tryp-
sin, Chymotrypsin, Elastase und Aminopeptidase nachgewie-
sen wurden. Daneben wurde der proteolytische Abbau des To-
xins bzw. Protoxins mit Darmsaft und den nachgewiesenen
Proteasen simuliert. Sowohl das 65 kDa Toxin, als auch das
135 kDa Protoxin wurden von allen nachgewiesenen Proteasen
- außer Aminopeptidase - zu ca. 63 kDa Proteinen abgebaut.
Aus dem Darmwand-Material wurden BBMV‘s (brush border
membrane vesicles) hergestellt, um mittels Bindungsstudien
mit biotinyliertem Toxin und der Ligand-Blot Technik sowie
Streptavidin-Meerettich-Peroxidase-Konjugat und dem
ECL-System die Bindung des Toxins an die Darmwand nach-
zuweisen und die Rezeptoren zu charakterisieren.
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For the early detection of resistance development of the Euro-
pean corn borer to B.t.-corn-toxin Cry1Ab, late instar larvae
were collected in B.t.-corn fields in a German area called Oder-
bruch and tested in an F2-screening. In autumn 2001, 2002, and
2003 a total number of about 1.8 Mio. maize plants were
checked and 1855 larvae were found. With the resulting moths
single pairs (PG) were formed, the progenies were bred as
isogenic strains and with F1-moths pairs were formed. The ear-
ly 1st instar F2-larvae were tested in bioassays for their reaction
to B.t.-corn-toxin Cry1Ab. As a result, it can be concluded, that
no resistant European corn borer individuals were found.
In other B.t.-toxin-pest-systems the resistance mechanisms are
mainly proteinase- or receptor-mediated. Thus respective refer-
ence systems for the characterization of potential available resis-
tance mechanisms to the B.t.-corn-toxin Cry1Ab were established
with gut fluid and gut epithelium of susceptible European corn
borer (ECB) larvae. With the gut fluid studies on proteinase activ-
ities were conducted using photometrical tests. As a result the pro-
teinases trypsin, chymotrypsin, elastase, and aminopeptidase were
identified. Besides, proteolytical processing of the toxin and pro-
toxin were simulated using gut fluid and the proved proteinases.
Both, the 65 kDa toxin and the 135 kDa protoxin were digested to
63 kDa proteins by all proved proteinases except aminopeptidase.
From the gut epithelium brush border membrane vesicles
(BBMV‘s) were prepared. To proof the toxin binding and charac-
terize the receptors, binding analysis were carried out using biotin
labeled toxin and the ligand-blot technique as well as streptavi-
din-horseradish-peroxidase-conjugat and the ECL-system.
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1 Einleitung
In Deutschland ist der Maiszünsler der wirtschaftlich bedeu-
tendste Schädling im Maisanbau. Zu seiner Bekämpfung stehenNachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007
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indirekte, aber sehr effektive Methode stellt die mechanische Be-
kämpfung der Altlarven durch Schlegeln und sauberes Unter-
pflügen der Ernterückstände dar. Auch ein weiträumiger Frucht-
wechsel kann zu einer deutlichen Schadensminderung beitragen.
Eine direkte Bekämpfung des Maiszünslers kann mit chemi-
schen und biologischen Verfahren erfolgen. Zur biologischen
Bekämpfung des Maiszünslers wurden zunächst Präparate auf
der Basis von Bacillus thuringiensis (B.t.) eingesetzt, die auf-
grund der geringeren Effizienz aber weitestgehend durch die
Freilassung von Trichogramma-Schlupfwespen ersetzt wurden.
Der Anbau von B.t.-Mais ist eine auf gentechnischen Metho-
den basierende Form der Bekämpfung des Maiszünslers. Der
B.t.-Mais mit Wirksamkeit gegenüber dem Maiszünsler enthält
eine Gensequenz von Bacillus thuringiensis, die für die Bil-
dung des Lepidopteren-spezifischen B.t.-Toxins Cry1Ab co-
diert, sodass er also sein eigenes Insektizid produziert. Durch
den Anbau von B.t.-Mais erhöht sich jedoch die Wahrschein-
lichkeit einer Resistenzentwicklung des Maiszünslers gegenü-
ber dem wirksamen B.t.-Toxin.
Um eine weiträumige Ausbreitung von möglicherweise auf-
tretenden resistenten Maiszünslern zu vermeiden, wird im
Rahmen des Resistenzmanagements die sogenannte „Refugi-
en/Hoch Dosis“-Strategie verfolgt, d. h. es wird eine große to-
xinfreie Refugienfläche (mindestens 20 %) und eine hohe To-
xin-Expression (mindestens 25-mal höher als die LC99.9 emp-
findlicher Larven) angestrebt. Die „Refugien/Hoch Do-
sis“-Strategie basiert auf der Annahme, dass Resistenzallele in
der Schädlingspopulation sehr selten sind (Resistenzallelfre-
quenz < 10-3) und rezessiv vererbt werden (GOULD, 1998; ON-
STAD und GUSE, 1999). Zur Erfassung des Vorkommens und
der Häufigkeit von Resistenzallelen in einer Maiszünsler-Po-
pulation wurde das sogenannte F2-Screening entwickelt (AN-
DOW und ALSTAD, 1998; ANDOW et al., 1998).
Unter der Annahme, dass die Resistenz bereits natürlich in der
Maiszünsler-Population vorhanden ist, können als Basis für die
Selektion alle Maiszünsler, d. h. sowohl aus Nicht-B.t.-Mais-, als
auch B.t.-Mais-Feldern herangezogen werden. Beim „klassi-
schen“ F2-Screening werden die Larven in „normalem“ Mais ge-
sammelt. Die vorliegenden Untersuchungen wurden jedoch mit
einem „abweichenden“ F2-Screening durchgeführt, da als Selek-
tionsbasis Larven herangezogen wurden, die in B.t.-Mais-Be-
ständen gesammelt wurden, um die Wahrscheinlichkeit für das
Auffinden resistenter Larven zu erhöhen (VENETTE et al., 2002).
Bei transgenen B.t.-Pflanzen ist eher mit Resistenzen zu
rechnen als bei Spritzungen mit B.t.-Präparaten, weil sie meist
nur ein Toxin enthalten, das Toxin über die gesamte Vegetati-
onsperiode wirkt und wesentlich höhere Toxinkonzentrationen
eingesetzt werden. Lange Zeit wurde vermutet, dass sich ge-
genüber B.t.-Präparaten keine Resistenzen entwickeln, da sie
neben verschiedenen Toxinen auch wirksame Sporen enthalten
und meist zeitlich begrenzt eingesetzt werden. Doch 1985 be-
richtete McGaughey über B.t.-Resistenzen im Vorratsschutz
und Ende der 80er Jahre wurde erstmals eine Lepidopteren-Re-
sistenz gegenüber einem B.t.-Präparat im Feld beobachtet (TA-
BASHNIK et al., 1990). Mit dem B.t.-Präparat „Dipel ES“ wurde
im Labor sogar eine Resistenz beim Maiszünsler provoziert
(HUANG et al., 1997), die durch ein unvollständig dominantes
autosomales Gen vererbt wird (HUANG et al., 1999A).
Da die B.t.-Toxine Proteine sind, werden sie nach Aufnahme
mit der Nahrung und pH-abhängiger Lösung zunächst im Mit-
teldarm sensitiver Insekten durch Proteasen des Darmsaftes
prozessiert und aktiviert und dann an spezifische Rezeptoren
der Darmwand angelagert. Dort werden sie in die Membran in-
tegriert und bilden Poren, was mit einer schrittweisen Auflö-
sung der Zellen verbunden ist und schließlich zum Tod der In-
sekten führt (FERRÉ und VAN RIE, 2002).
Aus physiologischer Sicht kann die Resistenz von Insekten
gegenüber B.t.-Toxinen durch Veränderungen an jedem dieserNachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007Schritte ansetzen. Die bisher in anderen B.t.-Toxin-Schäd-
lings-Systemen beschriebenen Resistenzmechanismen sind je-
doch meist protease- oder rezeptorbedingt. Die proteasebe-
dingten Resistenzmechanismen können auf Veränderungen der
Protease-Zusammensetzung bzw. -Aktivitäten beruhen. Die re-
zeptorbedingten Resistenzmechanismen können auf eine ver-
änderte Bindung des Toxins an die Rezeptoren der Darmwand
zurückgeführt werden. Zusätzlich können Veränderungen von
physiologischen Parametern, wie beispielsweise dem pH-Wert,
die Prozessierung des Toxins beeinflussen (OPPERT et al., 1997;
MCGAUGHEY und OPPERT, 1998; WRIGHT et al., 1997).
Um den Resistenzmechanismus der im Labor selektierten re-
sistenten Maiszünsler-Stämme aufzuklären, untersuchten HU-
ANG et al., (1999B) zunächst, ob Änderungen bei den Proteasen
für die Resistenz verantwortlich sind. Dabei zeigte sich, dass
der resistente Stamm KS-SC einen deutlich geringeren proteo-
lytischen Abbau des Protoxins Cry1Ab aufwies als der anfälli-
ge Stamm. LI et al., (2004B) fanden beim anfälligen Stamm
eine doppelt so hohe Aktivität der Serin-Protease Trypsin als
beim resistenten Stamm. Außerdem war die Prozessierung des
Protoxins Cry1Ab bei dem resistenten Stamm um 20-30 % ver-
ringert. Eine rezeptorbedingte Resistenz wurde ausgeschlos-
sen, da die Bindungsstudien von LI et al., (2004A) zeigten, dass
die Resistenz gegenüber den B.t.-Toxinen Cry1Ab und Cry1Ac
nicht mit einem Verlust der Toxin-Bindung zusammenhängt.
Innerhalb des Rahmenprogramms „Biotechnologie - Chan-
cen nutzen und gestalten“ förderte das Bundesministerium für
Bildung und Forschung (BMBF) den Forschungsverbund „Si-
cherheitsforschung und Monitoringmethoden zum Anbau von
B.t.-Mais“. Zu dem Forschungsverbund gehörte auch das hier
vorgestellte Teilprojekt „Untersuchungen zur frühzeitigen Ent-
deckung einer Resistenzentwicklung des Maiszünslers gegen
B.t.-Toxine und zur Aufklärung der Resistenzmechanismen”
(Förderkennzeichen 0312631G, Projektlaufzeit 01.04.2001 -
30.09.2004), bei dem zwei Zielsetzungen verfolgt wurden: Im
ersten Teil ging es um die Untersuchung von im B.t.-Mais über-
lebenden Maiszünsler-Larven auf Resistenz gegenüber dem
B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab und somit um die frühzeitige Entde-
ckung einer möglichen Resistenzentwicklung. Im zweiten Teil
wurden Referenzsysteme zur Klärung möglicher Mechanis-
men einer B.t.-Resistenz von Maiszünsler-Larven erstellt.
2 Material und Methoden
2.1 Resistenzentwicklung
2.1.1 Vorgehensweise. Die Larven, die in B.t.-Mais-Feldern
überleben, müssten theoretisch resistent gegenüber dem
B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab sein. Das ist jedoch nicht zwangsläu-
fig der Fall, da zum einen der Toxin-Gehalt der
B.t.-Mais-Pflanzen schwanken kann und zum anderen durch
Saatgutverunreinigungen bis zu 2 % Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen
im Maisbestand enthalten sein können. Außerdem wandern die
Larven teilweise von einer Wirtspflanze zur anderen, sodass
auch die in B.t.-Mais-Pflanzen gefundenen Tiere vorher an
Nicht-B.t.-Mais gefressen haben können.
Je nach genetischem Hintergrund der gesammelten Aus-
gangspopulation ergeben sich verschiedene Szenarien. Wenn
keine Larven mit Resistenzgen eingefangen werden, sind
alle Nachkommen anfällig. Wenn jedoch Larven mit Resis-
tenzgen in der Population vorhanden sind, dann kommt es
zur Aufspaltung von resistenten Individuen. Da der geneti-
sche Hintergrund der Ausgangspopulation nicht bekannt
war, bestand der sicherste, aber auch aufwendigste Weg zur
Erkennung von Resistenzen darin, die gesammelten Larven
einem Screening in F2 zu unterziehen. Dazu wurden mit den
Faltern der ersten Generation - also der Eltern-Generation (PG)
- zunächst Einzelpaare gebildet. Die daraus resultierenden Lar-
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den F1-Faltern Geschwister-Paarungen vorzunehmen. Die dar-
aus hervorgehenden Larven (F2) wurden mittels Biotest auf
Resistenz getestet.
2.1.2 Sammlung und Zucht der Altlarven. Da im Oder-
bruch mit einem starken Maiszünsler-Befall zu rechnen war
und dort B.t.-Mais angebaut wurde, erfolgten die Maiszüns-
ler-Sammelaktionen in dieser Region. Hierzu wurden
B.t.-Mais-Bestände auf Altlarven abgesucht. Im Herbst 2001
wurden bei mittlerem Befallsdruck ca. 190 000 Pflanzen
durchsucht und 141 Larven gefunden (vgl. MEISE, 2003). Eine
weitere Maiszünsler-Sammelaktion folgte im Herbst 2002 bei
sehr hohem Befallsdruck in den Sorten „MEB307BT“ (Aus-
gangssorte „Monumental“) und „Novelis“ (Ausgangssorte
„Nobilis“; beide Event MON 810), wobei insgesamt ca.
760 000 Pflanzen durchsucht und dabei 805 Larven gefunden
wurden. Im Herbst 2003 wurden schätzungsweise 800 000
Pflanzen in einem B.t.-Mais-Bestand mit der Sorte
„MEB307BT“ durchsucht und 909 Larven gesammelt.
Um festzustellen ob die Pflanzen, in denen Larven gefunden
wurden, das B.t.-Toxin exprimieren, wurden Blattproben ge-
nommen und beim BBA Institut für integrierten Pflanzen-
schutz in Kleinmachnow einem B.t.-Schnelltest der Firma „Ge-
neScan Analytics GmbH“ unterzogen. Dabei zeigte sich, dass
30 % der Blattproben aus 2002 und 88 % der Blattproben aus
2003 von Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen stammten.
Die gesammelten Altlarven wurden über Winter in einem
unbeheizten Gewächshaus einzeln in Bellaplast-Döschen mit
Handtuchpapier und gelochten Deckeln gehalten. Im Frühjahr
wurde das Handtuchpapier befeuchtet, damit die Larven Was-
ser für die Verpuppung aufnehmen konnten. Nach Einsetzen
der Verpuppung wurde das Handtuchpapier entfernt, der Bo-
den des Döschens mit einem Rundfilter bedeckt und ein Ein-
zeldöschen mit 10 %iger Zuckerlösung in Watte dazu gestellt,
damit die Falter direkt nach dem Schlupf trinken konnten.
2.1.3 Parental- und F1-Generation. Zur Vorbereitung der
Paarungen wurden Pflanzschalen mit Wasser gefüllt, Drahtgit-
ter hineingelegt und Handtuchpapier darauf ausgebreitet. Die
Zuchtzylinder (Höhe 19,5 cm; Durchmesser 11,5 cm) wurden
mit Filterpapier ausgekleidet und zusammen mit einer Zucker-
lösung auf die Gitter gestellt. Die zu paarenden Falter wurden
mit CO2 ruhig gestellt, zügig in die Zuchtzylinder überführt
und diese dann mit Klarsichtfolie überspannt. In der Eltern-Ge-
neration (Parental-Generation, PG) wurden Einzelpaarzuchten
vorgenommen, d. h. ein Männchen und ein Weibchen wurden
zusammen gehalten.
Die erste Eiablage konnte meist 2 bis 5 Tage nach dem An-
setzen der Paarungen abgenommen werden. Die Eiabnahme
erfolgte in möglichst gleichmäßigem Abstand, mindestens
zweimal pro Woche. Nach der Eiabnahme wurden die Zucht-
zylinder wieder mit Filterpapier ausgekleidet und mit Folie
überspannt. Die Eigelege wurden ausgeschnitten, in Petrischa-
len gelegt, Nährmedium zugegeben, mit leicht befeuchtetem
Handtuchpapier und Deckel abgedeckt und bei 25°C und 18
Stunden Langtag im Klimaschrank gehalten.
Im weiteren Zuchtverlauf wurden alle Larven einer Paarung
als isogene Linien gehalten, wobei die Zucht zunächst in Petri-
schalen und später in Gerda-Dosen erfolgte. Die aufwendige
Versorgung der Larven umfasste mindestens zweimal wö-
chentlich das Füttern mit Nährmedium, die Befeuchtung des
Papiers, die Kontrolle auf Pilzbewuchs sowie das regelmäßige
Absammeln von Puppen bzw. Faltern. Nach dem Schlüpfen
wurden die männlichen und weiblichen Falter einer isogenen
Linie bis zur Paarung getrennt gehalten.
Für das F2-Screening wurden Biotests mit 100 F2-Larven
angestrebt, die von 10 F1-Paaren stammen sollten. Daher wur-
den 10 Weibchen und 10 Männchen einer isogenen Linie in ei-nem Zuchtzylinder zusammengeführt. Die Eipapiere wurden
zweimal pro Woche entnommen. Auch die Eigelege für den Bi-
otest wurden in Petrischalen überführt und mit leicht befeuchte-
tem, doppeltem Handtuchpapier und Deckel verschlossen. Sie
wurden jedoch nicht mit Nährmedium gefüttert, da eine Fütte-
rung die Wirkung des Toxins entscheidend beeinflussen würde.
2.1.4 Biotests mit F2-Larven. Die frisch geschlüpften Lar-
ven der F2-Generation wurden einem Biotest unterzogen, um
ihre Reaktion gegenüber dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab zu prü-
fen. Von jeder isogenen Linie wurden F2-Larven auf Toxin ge-
testet und zusätzlich wurden Larven als Kontrolle mitgeführt.
Für die Biotests wurden Raster der Firma „Color-Dec“ (Italien)
verwendet. Die Raster bieten Testmöglichkeiten für 8 Quadrate
à 16 Larven, von denen 6 Quadrate (96 Larven) für das Scree-
ning auf Resistenz und die restlichen 2 Quadrate (32 Larven)
für die Kontrolle eingesetzt wurden.
Die Einzeltöpfchen in den Rastern wurden zunächst mit
1 ml Nährmedium befüllt. Nach zwei Stunden wurden die Ras-
ter mit Handtuchpapier abgedeckt und bis zum Einsatz im
Kühlschrank aufbewahrt. Für die Biotests wurden 100 µl rei-
nen CAPS-Puffers (Kontrolle) bzw. in CAPS-Puffer gelösten
Toxins auf die Oberfläche des Nährmediums aufgetragen
(Oberflächen-Applikation). Die Toxin-Lösung – bestehend aus
50 mM CAPS, pH 10,5 und einem in E. coli produzierten und
trypsinisierten B.t.-Toxin Cry1Ab (DLR Rheinpfalz in Neu-
stadt/Weinstraße) - wurde stets frisch angesetzt. Nach dem Pi-
pettieren wurde die Toxin-Lösung durch horizontale Bewe-
gung des Rasters gleichmäßig auf dem Nährmedium verteilt.
Sobald die Toxin-Lösung getrocknet war, wurden die Raster
bis zur baldigen Verwendung im Kühlschrank aufbewahrt.
Die frisch geschlüpften F2-Larven wurden mit einem Pinsel in
jede einzelne Vertiefung des Rasters überführt, diese dann mit
selbstklebenden Spezialdeckeln der Firma „Color-Dec“ ver-
schlossen und bei 25°C und 18 Stunden Licht/Tag gehalten. Nach
sieben Tagen wurde der Zustand der Larven in Form einer alter-
nativen Reaktionsbeurteilung (lebend, ja oder nein) bonitiert.
2.2 Resistenzmechanismen
2.2.1 Vorgehensweise. Damit im Falle eines Auftretens von
resistenten Maiszünslern die entsprechenden Testsysteme eta-
bliert sind, wurden diese mit L5 Larven der anfälligen Labor-
zucht erstellt. Zunächst wurden Mitteldärme präpariert, um
daraus Darmsaft- und Darmwand-Material zu gewinnen. Die
Untersuchung des Darmsaftes beinhaltete in erster Linie die
Analyse der Proteasen mittels photometrischer Tests. Daneben
wurde der proteolytische Abbau des B.t.-Toxins Cry1Ab mit
Darmsaft in vitro simuliert. Bei den Untersuchungen mit
Darmwand-Epithel handelte es sich um Bindungsstudien mit
intakten BBMV‘s (brush border membrane vesicles) und Li-
gand-Blot mit biotinyliertem Toxin zum Nachweis der Bin-
dung des Toxins und zur Charakterisierung der Rezeptoren.
2.2.2 Präparation des Mitteldarms. Der Insektendarm be-
steht aus Vorder-, Mittel- und Enddarm. Im Gegensatz zu den
meisten Insekten bilden diese Darmabschnitte bei den Lepido-
pteren einen undifferenzierten Schlauch. Am Übergang zwi-
schen Vorder- und Mitteldarm ist eine leichte Einbuchtung zu
erkennen. An der Verbindungsstelle zwischen Mittel- und End-
darm münden die Malpighischen Gefäße in den Darmkanal.
Die Präparation des Mitteldarms war für die Isolation von
Darmsaft- und Darmwand-Material gleich. Die Larven wurden
zunächst ruhig gestellt, indem sie ca. 15 Minuten auf Eis gelegt
wurden. Dann wurden sie rücklings ausgestreckt und mit Insek-
tennadeln an Kopf und Hinterende auf einer Präparationsschale fi-
xiert. Unter dem Binokular wurden die Larven ventral von vorne
nach hinten mit einer Präparationsschere aufgeschnitten, sodass
das Strickleiternervensystem sofort durchtrennt war. Die Körper-Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007
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konnte der Darm isoliert werden, indem Fettkörper und Hämo-
lymphe entfernt wurden und der Mitteldarm abgetrennt wurde.
Nach der Präparation des Mitteldarms unterschied sich die
weitere Vorgehensweise nach dem Verwendungszweck. Für
die Gewinnung von Darmsaft wurden die Mitteldärme in
1,5 ml Reaktionsgefäßen auf Eis gesammelt und dann bei ca.
-28°C gelagert. Wenn genügend Material vorhanden war, wur-
den die Därme zunächst mit einer Pipette homogenisiert und
bei 15 000 g für 15 Minuten zentrifugiert. Bei dem gewonne-
nen Überstand handelte es sich um den Darmsaft, der aliquo-
tiert und bei -28ºC gelagert wurde. Aufgrund der geringen Grö-
ße von L1 und L2 Larven war es hier nicht möglich den Mittel-
darm zu präparieren. Daher wurde bei diesen Larvenstadien
mit „Ganzkörpersaft“ gearbeitet, wozu ganze Larven zermör-
sert und der Saft durch Zentrifugation gewonnen wurde.
Für die Isolation des Darmepithels wurde der präparierte
Mitteldarm zunächst der Länge nach aufgeschnitten, um den
Darminhalt entfernen zu können. Dann wurde das Darm-
wand-Material dreimal in Waschpuffer (200 mM Tris/HCl, pH
10; 20 mM CaCl2) gespült, sodass auch die peritrophe Mem-
bran entfernt wurde. Das so vorbereitete Darmwand-Material
wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäßen auf Eis gesammelt, mit der
Pipette homogenisiert und bei -28ºC gelagert.
2.2.3 Photometrische Tests. Da B.t.-Toxine Proteine sind,
werden sie von Proteasen des Darmsaftes prozessiert. Zur
Identifizierung vorhandener Proteasen und Quantifizierung ih-
rer Aktivitäten wurden photometrische Tests durchgeführt
(vgl. WAGNER, 2002). Dazu wurde mit spezifischen Pepti-
dyl-p-Nitroaniliden gearbeitet, die Substrat für bestimmte Pro-
teasen sind, d. h. nur von diesen umgesetzt werden. Zu der
Substratlösung (0,2 mM) wurde die Testlösung (z. B. Darm-
saft) gegeben. Wenn die gesuchte Protease in der Testlösung
vorhanden war, wurde das spezifische Substrat in Oligopeptide
und das chromogene Nitroanilin gespalten, und es kam zu einer
gelben Farbreaktion, die photometrisch gemessen wurde. Nach
Zugabe eines ebenfalls spezifischen Inhibitors wurde der Sub-
stratabbau und die damit einhergehende Farbreaktion ge-
hemmt. Der Substratabbau wird mit zunehmender Inhibitor-
konzentration immer stärker gehemmt, sodass die Farbreaktion
immer schwächer wird. Ist auch das der Fall, dann ist der Nach-
weis für die jeweilige Protease erbracht.
Für jede photometrische Messung wurde die Messlösung in
Einmal-Küvetten mit drei Wiederholungen angesetzt. Die
Messung erfolgte bei 405 nm. Als Zeitintervall zwischen dem
ersten und letzten Messwert wurden zehn Minuten gewählt.
2.2.4 Proteolytischer Abbau des B.t.-Toxins. Um zu klä-
ren wie das B.t.-Toxin Cry1Ab im Mitteldarm des Maiszüns-
lers prozessiert wird, wurde die Verdauung in vitro simuliert.
Dazu wurde das Toxin (1 mg/ml) mit Darmsaft bei 25°C inku-
biert und die Reaktion schließlich im Thermoblock (2 Minuten
bei 95°C) gestoppt. Als Proteine konnten die B.t.-Toxine bzw.
ihre Abbauprodukte anschließend mittels SDS-PAGE (siehe
unten) dargestellt werden.
Die Frage, welche der zuvor mit photometrischen Tests
identifizierten Proteasen am Abbau des B.t.-Toxins beteiligt
sind, wurde geklärt, indem Toxin bzw. Protoxin mit jeder die-
ser Proteasen einzeln inkubiert wurden. Dazu wurden SIGMA
Proteasen (Rinder-Trypsin, Rinder-Chymotrypsin, Schwei-
ne-Elastase, Aeromonas-Aminopeptidase) in einer Konzentra-
tion von 0,25 mg/ml eingesetzt. Obwohl die im Insektendarm
identifizierten Proteasen nicht identisch mit den entsprechen-
den Säugerenzymen sind, ist deren Spezifität übereinstimmend
(HOFFMANN, 1995).
2.2.5 SDS-PAGE. Das Toxin und seine Spaltprodukte wur-
den mittels SDS-Poly-Acrylamid-Gel-ElektrophoreseNachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007(SDS-PAGE) auf Basis ihrer Molekulargewichte analysiert,
wobei 12%ige Minigele verwendet wurden. Für die Probenauf-
arbeitung wurde der LÄMMLI Denaturierungs-Puffer der Fir-
ma Roth (Roti-Load1 no. K929.1) verwendet. Er bewirkt eine
Denaturierung der Probe, indem es zur Entfaltung der Proteine
kommt. Gleichzeitig stellt er den pH-Wert der Probe für die
SDS-PAGE ein und enthält einen Farbstoff zur Färbung der
Lauffront des Gels. Bei Proben des Darmepithels zerstört der
LÄMMLI Puffer die Epithelmembran, sodass die Proteine he-
rausgelöst werden. Durch den Gellauf wurden die Proteine
nach ihrer Molekülgröße aufgetrennt, wobei die entstehenden
Banden anschließend mit der Commassie-Blue-Färbung sicht-
bar gemacht wurden. Zur Identifikation der Banden wurden die
Standards 69810 (“low” = niedermolekularer Standard) und
69811 (“high” = hochmolekularer Standard) der Firma FLU-
KA als Referenzen mitgeführt.
2.2.6 Bindungsstudien. Um die Bindung des B.t.-Toxins
Cry1Ab an die Darmwand des Maiszünslers nachzuweisen und
die Rezeptoren zu charakterisieren, wurden Bindungsstudien
durchgeführt (Abb. 1).
Dazu wurden zunächst intakte BBMV‘s (= brush border
membrane vesicles) aus Darmwand-Material nach einer Stan-
dardmethode von WOLFERSBERGER et al. (1987) hergestellt. Die
BBMV‘s sind Abschnitte des apikalen Mitteldarmepithels
(Bürstensaum) mit den Rezeptoren für die B.t.-Toxine. Die
BBMV‘s wurden zunächst mit SDS-PAGE aufgetrennt und
dann mittels Western-Blot auf eine PVDF-Membran übertra-
gen. Anschließend wurde diese Membran mit dem B.t.-Toxin
inkubiert (Ligand-Blot). Auf diese Weise konnte das Toxin an
die Rezeptoren der Darmwand bzw. der BBMV‘s binden, so-
fern diese spezifisch für das jeweilige Toxin waren. Um die
Bindung des Toxins an die Rezeptoren nachzuweisen wurde
das Toxin vorher biotinyliert. Bei der Biotinylierung nach DE-
NOLF et al. (1993) wurde Biotin an das Toxin angelagert. Das
Biotin und damit indirekt auch das Toxin wurden dann mit ei-
nem Streptavidin-Meerettich-Peroxidase-Konjugat gekoppelt,
wobei das Streptavidin sich an das Biotin anlagert. Die Peroxi-
dase katalysiert die Umsetzung des zugeführten ECL-Reagens.
Dabei werden Photonen frei, was im Dunkelraum auf empfind-
lichem Photopapier dokumentiert wurde.
3 Ergebnisse
3.1 Resistenzentwicklung
Die Biotests mit F2-Larven wurden mit einer Toxin-Dosis von
0,6 µg/cm2 durchgeführt. Das entsprach im Dosis-Wir-
kungs-Test mit normal-empfindlichen Larven aus
Abb. 1. Schema der Bindungsstudien.
ECL          Licht 
P Peroxidase 
      S Streptavidin 
      B Biotin 
  B.t.-Toxin 
Membran___________________BSA (bovine 
          Rezeptor               serum albumine) 
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den. Von den ca. 21 000 getesteten F2-Larven von Maiszünsler
aus 2002 lebten nach 7 Tagen noch 629 Tiere (3 %), also etwas
weniger als erwartet. Bei den ca. 5000 untersuchten F2-Larven
von Maiszünsler aus 2003 überlebten nach 7 Tagen nur 37 Lar-
ven (0,7 %). Die Werte liegen also unter dem Erwartungswert
von 4 % (Tab. 1).
Eine Bilanz aller Maiszünsler-Sammelaktionen in
B.t.-Mais-Feldern im Oderbruch zeigt, dass insgesamt ca. 1,8
Millionen Pflanzen durchsucht und dabei 1855 Larven gefun-
den wurden. Um eine Larve zu finden, mussten also ca. 1000
Pflanzen durchsucht werden. Von den gesammelten Larven
überlebten 1222 den Winter und davon konnten wiederum 506
in den Inzuchtlinien weitergeführt werden. Bei dem nachfol-
genden Screening auf Resistenz in den Generationen F2 bis F4
bzw. F6 konnten jedoch keine Resistenzallele nachgewiesen
werden (Tab. 2). Zusätzlich wurden mit Maiszünslern aus dem
Jahr 2003 die Nachkommen von 320 Larven in F1 und F2 auf
Resistenz untersucht, ohne dass entsprechende Resistenzallele
erkennbar waren (KAISER-ALEXNAT et al., 2005A).
3.2 Resistenzmechanismen
3.2.1 pH-Wert des Darmsaftes. Da Proteasen unterschied-
liche pH-Optima haben, ist der pH-Wert für die Zusammenset-
zung der Proteasen des Darmsaftes von Bedeutung. Hinzu
kommt, dass eine schlechtere Löslichkeit des B.t.-Toxins, bei-
spielsweise aufgrund eines ungünstigen Darmsaft pH-Wertes,
einer der Gründe für Veränderungen in der Empfindlichkeit ge-
genüber dem B.t.-Toxin sein kann. Daher wurde der pH-Wert
zu Beginn der Untersuchungen des Darmsaftes bestimmt. Der
Mitteldarm der Larven wurde zunächst präpariert und zentrifu-
giert. Im Überstand wurde der pH-Wert mit einer Mikroelekt-
rode bestimmt.
Tab. 1. Biotests mit F2-Larven
Sammeljahr Anzahl 
untersuchter 
F2-Larven
Überlebende F2-Larven 
nach 7 Tagen
Anzahl Anteil
2002 20.965 629 3,0%
2003 5.088 37 0,7%
Tab. 2. Bilanz des F2-Screenings mit Maiszünslern aus B.t.-Mais
Anzahl MZ 20
Durchsuchte Pflanzen 191 4
Gefundene Larven 1
Larven vor Winter 1
Larven nach Winter 1
PG-Einzelpärchen
F1-Inzuchtlinien
F1-Geschwister-Paarungen 3
Ausgangslarven vom B.t.-Mais-Feld
Untersuchte Larven sämtlicher Biotests 3 1
Überlebende F2-Larven*, **
Paarungen mit überlebenden F2-Larven
Biotests bis Generation
Überlebende ke
*   nach 21 Tagen bei einer Toxin-Dosis von 0,3 µgToxin/cm2 (Toxi
** nach 14 Tagen bei einer Toxin-Dosis von 0,6 µgToxin/cm2 (ToxiAufgrund der Annahme, dass die Ernährung vor Probenah-
me den pH-Wert des Darmsaftes beeinflusst, wurden Untersu-
chungen mit Larven in verschiedenen Ernährungszuständen
durchgeführt. Im Mitteldarm von Larven, die vor der Probe-
nahme eine Woche lang auf Maisblättern gehalten wurden,
wurde ein pH von 7,5, bei hungrigen Larven pH 7,2 und bei
Larven, die durchgehend auf Nährmedium gehalten worden
waren, pH 7,3 ermittelt (KAISER-ALEXNAT et al., 2005B).
3.2.2 Protease-Aktivitäten. In einer kanadischen Maiszüns-
lerpopulation wiesen HOUSEMAN und CHIN (1995) die Protea-
sen Trypsin, Chymotrypsin, Elastase und Aminopeptidase
nach. Um festzustellen, ob in Maiszünslern der deutschen La-
borzucht die gleichen Proteasen aktiv sind, wurden die Protea-
se-Aktivitäten des Darmsaftes mit den entsprechenden Subst-
rat/Inhibitor-Kombinationen getestet (vgl. Tab. 3).
Mit photometrischen Tests konnten im Darmsaft von L5 Lar-
ven der deutschen Herkunft ebenfalls Trypsin (Abb. 2), Chymo-
trypsin (Abb. 3), Elastase (Abb. 4) und Aminopeptidase
(Abb. 5) nachgewiesen werden, wobei der Substratumsatz mit
Aminopeptidase etwa doppelt so hoch war wie bei den anderen
nachgewiesenen Proteasen (KAISER-ALEXNAT et al., 2005B).
-Feldern im Oderbruch
01 MZ 2002 MZ 2003 Gesamt
10 760 000 800 000 1 751 410
41 805 909 1 855
41 661 737 1 539
02 589 531 1 222
62 271 33 366
36 191 29 256
32 430 58 820
66 382 58 506
02 55 000 22 000 80 102
*0 **66 **4 70
- 85 1 86
- F6 F4 F4/F6
ine keine keine keine
n-Charge siehe MEISE, 2003) 
n-Charge vom 03.03.03)
Tab. 3. Photometrische Testsysteme
Proteasen Substrate Inhibitoren
Bes-
tatin
Elas-
tatinal
TPCK TLCK SBTI
Trypsin BApNA - - - X X
Chymotrypsin SAAFpNA - - X - -
Elastase SAAPLpNA - X - - -
Aminopeptidase LpNA X - - - -
X = Hemmung des Substratabbaus 
-  = keine Hemmung des Substratabbaus 
BApNA (N-Benzoyl-L-Arg-p-Nitroanilid) 
SAAFpNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Phe-p-Nitroanilid) 
SAAPLpNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Leu-p-Nitroanilid) 
LpNA (Leu-p-Nitroanilid) 
TPCK (N-Tosyl-L-Phe Chloromethylketon) 
TLCK (N-p-Tosyl-L-Lys Chloromethylketon) 
SBTI (Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor)Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007
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chung der untersuchten Varianten, wobei für jede Variante drei
Wiederholungen durchgeführt wurden. Die mit “0” gekennzeich-
neten Spalten quantifizieren die vorherrschende proteolytische
Aktivität, während die folgenden Spalten die proteolytische Ak-
tivität bei steigender Inhibitorkonzentration darstellen. Eine
Hemmung von Trypsin mit TLCK konnte beim Maiszünsler
nicht erreicht werden, sodass SBTI als Inhibitor eingesetzt wurde.
Die anderen Testsysteme, d.h. Hemmung von Chymotrypsin mit
TPCK, Hemmung von Elastase mit Elastatinal und Hemmung
von Aminopeptidase mit Bestatin, verliefen erwartungsgemäß.
Aus physiologischen Gründen ist es unwahrscheinlich, dass
neben den untersuchten Serin-Proteinasen und Aminopeptidase
andere proteolytische Klassen im Mitteldarmsaft des Maiszüns-
lers aktiv sind. In einem Übersichtsartikel wiesen TERRA et al.
(1996) darauf hin, dass Cystein-Proteasen beispielsweise nur in
leicht saurem Milieu und Aspartat-Proteasen in sehr saurem Mi-
lieu aktiv sind. Der pH-Wert des Maiszünsler-Darmsaftes liegt
jedoch zwischen 7,2 und 7,5, also im leicht basischen Bereich.
Da in B.t.-Mais-Feldern zuerst die Junglarven dem B.t.-To-
xin ausgesetzt sind und diese auch empfindlicher darauf reagie-
ren, war es vorrangig, die Protease-Aktivität in den ersten Lar-
venstadien zu untersuchen. Aufgrund ihrer geringen Größe konn-
te der Mitteldarm jedoch nicht herauspräpariert werden. Daher
wurde der „Ganzkörpersaft“ von L1 und L2 Larven untersucht,
um festzustellen, ob die im L5 Darmsaft aufgezeigten Protea-
Abb. 2. Nachweis der Trypsin-Aktivität.
Abb. 3. Nachweis der Chymotrypsin-Aktivität.Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007se-Aktivitäten auch hier nachweisbar sind. Zuvor wurde in einer
Kontrolle sichergestellt, dass keine Protease-Aktivitäten in der
Hämolymphe vorhanden sind. Die Serin-Proteasen Trypsin, Chy-
motrypsin und Elastase waren im „Ganzkörpersaft“ von L1 und
L2 nicht nachweisbar. Eine Aktivität von Aminopeptidase konnte
jedoch nachgewiesen werden (KAISER-ALEXNAT et al., 2004).
Die Untersuchungen von OPPERT (1999) zeigten, dass mem-
brangebundene Aminopeptidase ein möglicher Rezeptor für
das B.t.-Toxin in der Darmwand ist. Daher wurden mit den für
die Bindungsstudien hergestellten BBMV‘s ebenfalls photo-
metrische Tests durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass mit den
BBMV‘s eine Aminopeptidase-Aktivität nachgewiesen wer-
den konnte (KAISER-ALEXNAT et al., 2004). Eine derartige Un-
tersuchung könnte auch zur Aufklärung möglicher Resistenz-
ursachen herangezogen werden, weil die Toxinbindung an die
Darmwand durch eine geringere Aminopeptidase-Aktivität
eingeschränkt werden kann.
3.2.3 Proteolytischer Abbau des B.t.-Toxins. Als Nächs-
tes stellte sich die Frage wie das B.t.-Toxin Cry1Ab im Mittel-
darm des Maiszünslers prozessiert wird und welche der nach-
gewiesenen Proteasen am Abbau beteiligt sind. Daher wurden
proteolytische Versuche mit Darmsaft und käuflichen Protea-
sen durchgeführt, indem das B.t.-Toxin damit inkubiert wurde.
Die Prozessierung des Toxins führte zu Abbauprodukten, die
über SDS-PAGE charakterisiert wurden.
Abb. 4. Nachweis der Elastase-Aktivität.
Abb. 5. Nachweis der Aminopeptidase-Aktivität.
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xins Cry1Ab bei 65 kDa liegt. Das Toxin wurde unterschied-
lich lange mit Darmsaft inkubiert und die Reaktionen nach ei-
ner Minute, 10 Minuten bzw. 60 Minuten im Thermoblock (5
Minuten bei 95°C) gestoppt. Das Toxin wurde schon nach einer
Minute um 2 kDa prozessiert. Das resultierende 63 kDa Protein
war auch nach 60 Minuten stabil. Um zu überprüfen, ob die
Prozessierung des Proteins auf die proteolytische Aktivität im
Darmsaft zurückzuführen ist, wurde das Toxin auch mit erhitz-
tem Darmsaft (5 Minuten bei 95°C) inkubiert. Durch die Hit-
zebehandlung wurden die Proteasen im Darmsaft denaturiert,
sodass das 65 kDa Toxin nicht prozessiert wurde (KAI-
SER-ALEXNAT et al., 2004).
Um festzustellen, welche der nachgewiesenen Proteasen im
Darmsaft des Maiszünslers an der Prozessierung des B.t.-To-
xins bzw. Protoxins Cry1Ab beteiligt sind wurden weitere pro-
teolytische Versuche durchgeführt. Dazu wurden Toxin und
Protoxin mit jeder der vorher nachgewiesenen Proteasen inku-
biert. Die SDS-PAGE in den Abb. 7 und 8 enthalten jeweils
Blöcke mit dem Toxin alleine, Toxin mit Protease, Protoxin al-
leine und Protoxin mit Protease. Sowohl das 65 kDa Toxin, als
auch das 135 kDa Protoxin wurden von allen Proteasen außer
Aminopeptidase zu ca. 63 kDa Proteinen prozessiert. Die Ab-
bauprodukte unterschieden sich jedoch geringfügig je nach
eingesetzter Protease. Während unter Einwirkung von Trypsin
Abb. 7. Proteolytische Prozessierung des B.t.-Toxins und
-Protoxins Cry1Ab mit Trypsin und Chymotrypsin.
Abb. 6. Proteolytische Prozessierung des B.t.-Toxins Cry1Ab
mit Darmsaft.nur eine Bande zu beobachten war, führte die Einwirkung von
Chymotrypsin und Elastase zu einem Bandenkomplex. Nach
Inkubation mit Aminopeptidase blieben sowohl das Toxin als
auch das Protoxin unverändert (KAISER-ALEXNAT et al., 2004).
Mit den Proteasen Trypsin, Chymotrypsin und Elastase
führte die proteolytische Prozessierung des B.t.-Toxins und
-Protoxins Cry1Ab stets zu Abbauprodukten im Bereich von
63 kDa. Aus diesem Ergebnis wurde abgeleitet, dass die
Schnittstellen der Proteasen sehr nahe beieinander liegen oder
teilweise sogar identisch sind. Im Gegensatz dazu wurde weder
das Toxin noch das Protoxin von Aminopeptidase – einer Exo-
peptidase – abgebaut.
3.2.4 Bindungsstudien. Der Wirkungsmechanismus des
B.t.-Toxins umfaßt neben der proteolytischen Aktivierung auch
die Anlagerung an die Darmwand. Mittels Bindungsstudien
konnte die Anlagerung des B.t.-Toxins Cry1Ab an intakte
BBMV‘s des Maiszünslers nachgewiesen werden (Abb. 9). Bei
einer eingesetzten Toxin-Menge von 1 µg (Spur 5) ist eine Bande
bei 65 kDa zu erkennen. Diese wurde bei einem 10fachen Über-
schuss von nicht biotinyliertem Toxin geringfügig geschwächt
(Spur 8). Dieses Ergebnis war zu erwarten, weil beide Toxine um
Bindungsstellen konkurrieren. Wenn das biotinylierte Toxin in ei-
ner 100fach niedrigeren Konzentration (0,01 µg, Spur 4 und 7)
angeboten wurde, konnte es nicht mehr nachgewiesen werden.
Abb. 9. Bindungsstudien mit dem B.t.-Toxin Cry1Ab.
Abb. 8. Proteolytische Prozessierung des B.t.-Toxins und
-Protoxins Cry1Ab mit Elastase und Aminopeptidase.Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 59. 2007
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Der Bekämpfungserfolg mit B.t.-Mais hängt maßgeblich von
der Stabilität der Empfindlichkeit des Maiszünslers gegenüber
dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab ab. Sobald der Maiszünsler eine
Resistenz entwickelt und diese Resistenz sich in der Population
ausbreitet, verliert die entsprechende B.t.-Mais-Sorte ihre Be-
deutung. Eine wichtige Voraussetzung für das erfolgreiche Re-
sistenzmanagement ist ein anbaubegleitendes Resistenzmoni-
toring, durch das die Entwicklung einer möglichen Schädlings-
resistenz frühzeitig erkannt werden soll.
Mit dem F2-Screening kann eine „eingefangene Resistenz“
theoretisch selbst im „worst case“, im Hinblick auf die Nach-
weisbarkeit, d. h. bei monogen rezessiver Resistenz in nur ei-
nem Elternteil mit nur einem Allel, nachgewiesen werden. Die-
se Methodik ist die empfindlichste, gleichzeitig aber auch auf-
wendigste Vorgehensweise, um sehr frühzeitig eine Resistenz
zu erkennen.
Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen wurden
in den Jahren 2001 bis 2003 Altlarven des Maiszünslers aus
B.t.-Mais-Feldern im Oderbruch gesammelt und einem
F2-Screening unterzogen, wobei keine resistenten Tiere gegen-
über dem B.t.-Mais-Toxin Cry1Ab gefunden wurden. ANDOW
et al. (1998) und BOURGET et al., (2003) fanden bei Maiszüns-
lern aus dem Maisgürtel in den USA und Frankreich ebenfalls
keine Resistenzallele gegenüber B.t.-Mais.
Sobald Resistenzen auftreten, dienen die erstellten Refe-
renzsysteme als Basis für den Vergleich von anfälligen und re-
sistenten Maiszünslern. In Bezug auf die Proteasen würde dann
geprüft, ob die nachgewiesenen Proteasen bei den Resistenten
eine geringere oder keine Aktivität im Vergleich zu den Anfäl-
ligen aufweisen. Beim proteolytischen Abbau wäre nach Un-
terschieden im Toxin-Abbau von resistenten und anfälligen
Tieren zu suchen, die sich in Form unterschiedlicher Abbau-
produkte zeigen. In Bezug auf die Toxin-Bindung an die Darm-
wand ist dann die Frage zu klären, ob die Toxin-Bindung bei
resistenten im Vergleich zu anfälligen Larven vermindert ist
oder gar völlig zum Erliegen kommt.
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